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Taenla solium: SUPERÓXIDO DISMUTASA RECOMBINANTE DE Cu/Zn, SU 
PURIFICACiÓN Y CARACTERIZACiÓN PARCIAL 

RESUMEN 

Las supe6xido dismutasas son una familia de metaloenzimas que tienen actividad 
en contra del i6nl super6xido que se genera durante el estrés oxidativo. En el 
presente trabajo se purificó y se caracterizó parcialmente una superóxido 
dismutasa de CulZn recombinante del parásito Taenia sofium (TsSOD) producida 
en Escherichia coli. La TsSOO fue expresada en el vector de expresi6n pRSET, 
para posteriormente ser purificada mediante dos cromatografias de intercambio 
i6nico a diferentes pHs. Por medio de un análisis en gel de poliacrilamida con SDS 
y de ensayos de actividad específica se observo una protelna pura con un peso 
molecular relativo de 16 kDa y con una actividad especifica de 13333.33 U/mg, asl 
como un rendimiento del 2.5% de la enzima. Por otro lado, se realizaron ensayos 
con inhibidores especlficos (KCN y NaNl ) los cuales indicaron que la SOO 
producida es de tipo Cu/Zn. También se utilizaron algunos fármacos 
antihelmínticos como inhibidores (Albendazol, Fenbendazol, Mebendazol, 
Metronidazol, Prazicuantel, Tiabendazol), de los cuales el que presenta el 
porcentaje de inhibición mas alto es el Albendazol con un 41 .00%; Esto abre la 
posibilidad de realizar estudios para disei'iar nuevas moléculas para inhibir a la 
enzima de T.solium , sin alterar las moléculas de sus hospederos. 
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,. INTRODUCCiÓN: 

1.1 GENERALIDADES DEL PARÁSITO 

Taen/a solium 

PHYLUM: 
CLASE: 
SUBCLASE: 
ORDEN: 
FAMILIA: 
GENERO: 
ESPECIE: 

Plstyhe/mintes 
Cestoide8 
Cestada 
Cyclophyfidea 
Taenidae 
Taenia 
solium 

Su ciclo de vida comprende tres estadios: huevo, larva. adulto. 

1.1.1 ONCOSFERA;HUEVO 

Los huevos de T. solium y T. saginata son indistinguibles unos de otros, tienen 
fonna esférica, de 30 - 40 IJm. Los huevos de T. solium (figura1) poseen en su 
interior un embrión hexacanto rodeado por una membrana. La cubierta protectora 
o embrióforo está formada por bloques constituidos principalmente de queratina y 
unidos por una proteina cementante. La cubierta se rompe en contacto con ácido 
clorhldrico, enzimas digestivas, y bilis en el intestino delgado. liberando la 
oncostera. la cual puede penetrar la pared intestinal y alcanzar torrente sangurneo 
para alojarse en cualquier tejido del hospedero, dónde evoluciona a estado 
larvario en aproximadamente 8 semanas (Carpio A., 2002). El tamai'lo forma y 
estructuración de los huevos los hace indistinguibles de los del resto de los ténidos 
aun observándolos a través del microscopio electrónico de barrido. Generalmente 
su coloración es blanquecina o ligeramente amarillenta aunque varia de acuerdo 
con los pigmentos que absorben en el intestino de los hospederos (WiJ1ms K & 
Sotelo J. , 2001) 

Fig 1. MiCROGRAFIA DE UN HUEVO DE Taenia solum 
(MiCROSCOPIO ELECTRÓNICO) 
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1.1.2 LARVA O CISTlCERCO 

La morfología del cisticerco o forma larvaria o metacéstodo, corresponde 
generalmente a una veslcula de 0.5 a 1.5 cm de diámetro. con un escólex 
invaginado, el escólex del cisticerco es semejante al del verme adulto y posee un 
rostelo armado con una doble corona de ganchos que son en nümero de 22 a 28 y 
cuatro ventosas. Se observa como una esfera blanca opaca suspendida dentro de 
una vesícula llena de líquido (figura 2). La superficie externa es un tejido 
tegumentario similar al del adulto con microvel1osidades protegiendo del contacto 
directo con el tejido del hospedero. La pared vesicular contiene varios tipos de 
células dispuestas por la pérdida de tejido conectivo y corpúsculos calcáreos que 
se mezclan entre ellas; rodeadas por el fluido vesicular, el cual es mayor del 90% 
del contenido de la larva. El tejido del parásito muerto es reabsorbido lentamente 
dejando una concreción calcificada en el tejido muscular y cerebral (Barry M, 
Kaldjian L. , 1993) 

Flg 2. CISTICERCO DE Taenia solium MICROSCOPIO ELECTRÓNICO 

1.1.3 ADULTO 

El adulto de Taenia solium, parasita vertebrados, presenta simetría bilateral, es 
alargado y aplanado dorso ventral mente. El parásito adulto puede dividirse en 3 
regiones: 

El escólex: órgano de fijación a la mucosa intestinal, redondeado con acetábulos 
redondos u ovales, además de un rostelo armado de ganchos de 22 a 32 que 
miden entre 0. 110 y 0.180 mm de largo; como se observa en la figura 3. 

El cuello: Región de tejido indiferenciado situado inmediatamente después del 
escólex: es la zona no segmentada del cuerpo del parásito y produce por 
septación transversal a los proglótidos, que componen el estróbilo; de ahí que la 
infección persista mientras el escolex y el cuello permanezcan unidos a la pared 
del intestino del hospedero. 
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Fig 3. ESCOlEX DE Ta,,,;,' ~¡¡;;;'-SEPUEDE A SIMPLE VISTA EL ESCOLEX y UN 
PAR DE VENTOSAS 

El estróbilo: Está constituido por un numero variable de segmentos llamados 
proglótidos, que aumentan su grado de madurez a medida que se alejan del 
cuello. En el extremo más próximo se encuentran los proglótidos inmaduros, en 
los que apenas se distinguen las formas celulares que originan los genitales 
masculinos y femeninos que alberga cada segmento, ya que es hermafrodita; a 
continuación se encuentran los proglótidos maduros, de forma cuadrangular, en 
los que se observan los órganos reproductores completamente desarrollados 
contiendo entre 150 y 200 testículos. En la porción final del estróbilo se localizan 
los proglótidos grávidos de forma rectangular, ocupados casi en su totalidad por el 
útero que presenta entre siete y trece ramas como rasgo especifico, con los 
órganos sexuales atrofiados y llenos de huevos (Willms K & Sotelo J., 2001). 

Los céstodos carecen de sistema digestivo, en su lugar, poseen una superficie 
externa o tegumento de gran importancia fisiológica, con actividad metabólica, a 
través de ella absorben y excretan selectivamente, ya sea por difusión o por 
transporte activo las sustancias que requieren para su deshecho, defensa o 
nutrición. La glucosa es el nutriente más importante como fuente de energía en los 
céstodos. También los aminoácidos, purinas, pirimidinas y nucle6sidos son 
absorbidos del intestino por difusión facilitada, para sintetizar sus propias 
vitaminas y ácidos nuc1eicos (Schmidt G. & Roberts L., 2000). Este tejido llamado 
tegumento, es una cubierta externa del cuerpo; es un sincicio anuc1eado cubierto 
de extensiones citoplásmicas, variables en tamaño y numero (microvellosidades) 
que cubren toda la superficie del parasito, amplificando el area de absorción del 
gusano. El tegumento contiene enzimas; sistemas especificos para el transporte 
de moléculas y iones, es un órgano de protección, auxiliar en la locomoción y sitio 
de transferencia metabólica Se ha demostrado que algunos parasitos pueden 
metabolizar xenobióticos (sustancias químicas que son externas al organismo), 
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incluyendo algunos antiparasitarios (Tracy J . & Vande E., 1995). El elemento más 
externo del tegumento es el glicocálix, una cubierta protectora que inactiva 
algunas enzimas del hospedero y contiene amilasas utilizadas para degradar 
azúcares complejos. Una caracteristica común es la presencia de celulas 
subtegumentales que fonnan un sincicio y que son delimitadas por una membrana 
basal. 

Parenquima, tiene la función de sostén también considerado como centro de 
sintesis, transporte y almacenamiento de glucógeno, es un tejido sincitial y fibroso 
que limita el tegumento en el que se encuentran incluidos los órganos del aparato 
reproductor, excretor y del sistema nervioso, asi como dos paquetes de fibras 
musculares que dividen el parenquima en dos zonas; cortical y medula r. 

El sistema nervioso esta constituido por el complejo de ganglios cerebroides en el 
escólex unidos mediante comisuras transversas. De los ganglios cerebroides 
salen cuatro rordones nerviosos amiellnicos, dos anteriores que ¡nervan el escólex 
y dos posteriores que corren a lo largo del estróbilo, inervándolo totalmente y 
conectándose por medio de comisuras transversas interproglotideas. Las fibras 
nerviosas se extienden a 10 largo de los proglótidos con conexiones laterales. 
Algunos de los neuropéptidos de importancia en la transmisión de estimulos son la 
serolonina y la acetilcolina. 

La osmoregulación y la excreción dependen de un sistema protonefridial, con 2 
pares de canales laterales y conexiones transversas. El aparato excretor, está 
fonnado por células flamfgeras, dispuestas en grupos de cuatro en el extremo libre 
de los túbulos. Estos últimos son prolongaciones capilares de los lúbulos 
colectores que contienen moléculas solubles (urea. amoniaco) por lo general. son 
cuatro. dos dorsolaterales y dos ventrolaterales; los cuatro corren paralelamente a 
lo largo del estróbilo uniéndose a nivel del escólex. Los ventrales se conectan 
entre si en el extremo posterior de cada segmento. por medio de un tubo 
transverso (Lamothe A. & Garcia P., 1988). 

El sistema reproductor. se considera hennafrodita; los órganos reproductivos 
femeninos y masculinos están presentes en cada segmento de un solo individuo. 

1.1.4 CICLO BIOlÓGICO 

El ciclo biológico de Taenia solium consta de tres estadios: adulto. larva y huevo. 
Los dos primeros estadios se desarrollan en el humano y en el cerdo 
respectivamente. mientras que los huevos se diseminan y se mantienen latentes 
en el medio ambiente. El humano es el único hospedero definitivo. ya que es la 
única especie que aloja a la fonna adulta del parásito. mientras que por otro lado 
tanto el cerdo romo el humano pueden actuar como hospederos intermediarios a 
la fonna larvaria o cislicerco. 

El parásito adulto habita en el tubo digestivo del ser humano. donde se mantiene 
finnemente adherido a la pared intestinal mediante sus ventosas y ganchos. Cada 
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día, varios progl6tidos grávidos se separan del extremo distal de la Taenia y son 
expulsados con las heces. Aproximadamente cada progl6tido diariamente libera 
300000 huevos en el ambiente y pueden permanecer viables durante largo tiempo, 
con capacidad de infectar a seres humanos y a cerdos causando cisticercosis. En 
lugares donde la eliminación de excretas es inadecuada, los cerdos se alimentan 
con heces humanas e ingieren los huevos de la Taenia solium. Una vez ingeridos 
por el cerdo, los huevos pierden su cubierta y se liberan las oncosferas (embriones 
hexacantos), los que atraviesan la pared intestinal y entran al flujo sanguíneo 
desde donde son transportados a los tejidos del cerdo, principalmente músculos 
estriados y cerebro (cisticercosis y neurocisticercosis). En dichos tejidos, las 
oncosferas evolucionan y se transforman en larvas ó cisticercos. Cuando el 
hombre ingiere alimentos o agua contaminada con cisticercos, las larvas evaginan 
en el intestino delgado (figura 4), el escólex se adhiere a la pared intestinal y el 
cuerpo del parásito comienza a crecer y a formar proglótídos (Carpio A., 2002) 

Por otra parte, el hombre puede también convertirse en hospedero intermediario 
de la T. solium al ingerir sus huevos; bajo estas circunstancias, se desarrolla la 
cisticercosis humana. El mecanismo por el cual los huevos entran al torrente 
sanguíneo y son distribuidos a los tejidos del hombre es similar al descrito en los 
cerdos. Las formas principales de contagio humano incluyen ingesti6n de comida 
contaminada con huevos de T. solium y contaminación ano-mano-boca en 
individuos portadores del adulto de T. solium en su intestino. los que pueden auto­
infectarse o infectar a otras personas, sobretodo a sus contactos domésticos. La 
transmisi6n aérea de huevos y la regurgitaci6n de proglótidos desde el inlestino 
delgado hacia el estómago (auto-infecci6n interna) no han sido adecuadamente 
demostrado como fuentes importantes de adquisición de la enfermedad. 
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Fig 4. CICLO DE VIDA DE Taenia.solium (1) El ADULTO HABITA El INTESTINO DELGADO DEL 
HUMANO (2) LIBERACiÓN DE HUEVOS EN HECES (3) DISEMINACiÓN DE LOS HUEVOS Al 
MEDIO AMBIENTE (4) INFECCiÓN DE CERDOS POR INGESTA DE HUEVOS (5) INFECCiÓN 
EN HUMANOS POR INGESTA DE CARNE DE CERDO CON CISTICERCOS (6)INFECCION DE 
HUMANOS POR INGESTA DE HUEVOS. 

1.2 TAENIOSIS y CISTICERCOSIS 

la taeniosis y la cisticercosis cuyo agente etiológico es T. solium; prevalecen tanto 
en áreas urbanas como rurales, donde se asocian a las prácticas tradicionales de 
crianza de cerdos, malas condiciones sanitarias e higiénicas, ignorancia y pobreza 
en países en donde las condiciones sanitarias de los cerdos que se comen son 
bajas, ademas se desarrolla en ciudades como resultado de una migración 
creciente. 

1,2,1 TAENIOSIS 

l a taeniosis; es una parasitosis causada por el adulto de T. sOfium; también 
conocido como solitaria (llamada as! porque generalmente se encuentra una sola) 
es importante desde el punto de vista de salud pública , por que contribuye a la 
disperSión de la enfermedad, ya que la ingestión de sus huevos producirá en el 
hombre la cisticercosis, que con frecuencia es causa de muerte; produciendo ésta 
última un problema de salud pública. Su cuadro clínico es poco característico y de 
poca gravedad; Su diagnóstico se realiza por la búsqueda de los proglótidos en la 
materia fecal, por medio de tamizado, la búsqueda de huevos en los exámenes 
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coproparasitosc6picos, o por el método de Graham para la búsqUeda de huevos 
en las márgenes del ano. 

1.2.2 CISTICEROSIS 

La cisticercosis también conocida comúnmente como: granos, granillo, alfilerillo, 
fresilla, tomatillo, sapo, zahuate, liendrilla, granizo 6 gusano vesiculoso de la came 
del cerdo (Lamothe A. & Garcla P., 1988); ocurre como consecuencia de la 
infección por el estadio larvario de la T. sOlium, la cual se produce cuando el 
hombre se convierte, en forma accidental, en el hospedero intermediario de dicho 
céstodo (Marcial-Rojas R., 1977) localizándose en diversas partes del cuerpo 
como: mucosas, ojo, músculo teniendo el parásito una predisposición particular 
por afectar el sistema nervioso, produciendo la enfermedad denominada 
neurocisticercosis, de su ubicación en las diversas partes del cuerpo, y no tanto de 
su número, depende la gravedad de las lesiones que producen, pudiendo pasar 
inadvertida como en el caso de la cisticercosis muscular; o causando severos 
trastomos, desde dolor de cabeza, desequilibrio y parálisis en uno o varios 
miembros, hasta epilepsia, ceguera, hidrocefalia. demencia, déficit neurol6gico 
focal, e incluso la muerte en el caso de la neurocisticercosis (Barry M, Kaldjian L. , 
1993) 

La neurocisticercosis es la enfermedad parasitaria más frecuente del sistema 
nervioso central, representando una patologla neurol6gica común, asl como un 
serio problema de salud pública en diferentes paises de América Latina, África y 
Asia (Botero O., 1986, olaz F. , et al., 1992). 

1.2.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA CISTICERCOSIS 

Las frecuencias de infecciones con T. solium informadas en México son: de 1986 
a 1990, en donde se notificaron alrededor de 13000 casos anuales. A partir de 
1991 la notificación ha sido menor, pues se reportaron alrededor de 8000 casos 
anuales de Taenia sp. (Correa M., el al., 1994) 

Las estadísticas informan que las frecuencias más altas para Taenia sp se 
presentan en el grupo de 5 a 14 ai'los (35.3%), seguido por el de 1 a 4 ai'los de 
edad, sin diferencias significativas por sexo (Correa M., el al. , 1994) en cambio, los 
estudios epidemiológicos informan que el paráSito adulto se presenta en todas las 
edades y que alcanza su pico en grupos de 16 a 45 años (edad económicamente 
productiva); asimismo, que las personas de sexo femenino son las que más 
frecuentemente presentan este parásito (Sarti E., 1986). Las diferencias 
encontradas se deben a que en las estadisticas sólo se reflejan la demanda de 
servicios de salud, y en los estudios epidemiológicos se obtienen datos 
representativos del sexo y de todos los grupos de edad. 
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1.2.3.1 CISTICERCOSIS HUMANA 

La cisticercosis era una enfermedad rara en los Estados Unidos de América, por el 
contrario, México es un pais que continua endémico as! como Sudamérica, 
principalmente en Brasil (Vianna L., et al., 1990), Colombia( Botero D., 1966), 
Ecuador, Perú (Dlaz F., 1992), Y ciertos paises de Europa del este (Dlaz F., 1962) 
como Espafla (Garcla-Albea E., 1969) Y Portugal (Monteiro L., el al., 1992). 

En México actualmente las estadlsticas oficiales informan un promedio anual de 
500 casos de cisticercosis, con una tasa nacional cruda de 0.6 por 100000 
habitantes. No existen diferencias por sexo y el grupo más afectado es el de 16 a 
45 aflos de edad. Los grupos más afectados son los que representan a las edades 
produclivas (Correa M., etal., 1994). 

En los ultimos 20 aflos se han utilizado diversas pruebas inmunodiagn6sticas para 
determinar la frecuencia de anticuerpos anticisticerco en diferentes poblaciones; al 
respecto se encontraron prevalencias desde 0.1 a 12.0%. Con el advenimiento de 
técnicas más sensibles y especificas, como el ELlSA y la 
Inmunoelectrotransferencia (IET), las frecuencias informadas en los últimos cinco 
aflos se han mantenido alrededor del 10% en las poblaciones estudiadas (Dlaz S., 
et al., 1990, Correa M., et al., 1994, Sarti E. , et al., 1994). 

La prevalencia exacta de la neurocisticercosis es muy dificil de determinar debido 
a la ¡nespecificidad de sus manifestaciones cllnicas y de la falta de una prueba 
completamente confiable y segura, que pueda ser utilizada en estudios 
epidemiológicos a gran escala. 

Los primeros estudios para conocer la frecuencia de neurocisticercosis se 
realizaron en hospitales y en series de necropsias. En los estudios hospitalarios, 
México informó frecuencias de hasta 6.60 x 100 hospitalizados, y en las series de 
necropsias, de hasta 2453 por 100 000 habitantes, y se seflala que hasta 43.3% 
de los casos eran asintomáticos, y 60% fueron hallazgo de autopsia .(Sarti E., 
1966). 

Por otra parte, diversos estudios revelan que la neurocisticercosis es causa 
importante de admisiones hospitalarias y de procedimientos neuroquirúrgicos en 
México (Flisser A. , et al. , 2003). 

1.3 TRATAMIENTO DE LA CISTICERCOSIS 

El tratamiento es sintomatológico y debe estar diseflado para cada paciente con 
antiepilépticos, analgésicos, corticosteroides o una combinación de ellos. Se 
utilizan de manera rutinaria antihelmlnticos (prazicuantel y albendazol), en dosis 
definitivas y especIficas para el tratamiento. 
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Debido al pleomorfismo ctinico de la neurocisticercosis, no es posible que un solo 
esquema de tratamiento sea útil en todos los casos. Por lo tanto, la caracterización 
precisa de la enfennedad, en lo que respecta a viabilidad y localización de las 
lesiones, es de fundamental importancia con el objeto de planificar un tratamiento 
adecuado (Del Brutto O .. 1993). 

1.4.1 ANTlHELMINTlCOS 

Los antihelmlnticos son fannacos que destruyen o expulsan a los helmintos del 
tubo digestivo o, al nivel sistémico que invaden órganos y tejidos. El tratamiento de 
la taeniosis, ha pasado por varias etapas; durante mucho tiempo se emplearon, 
semillas de calabaza como vennlfugos los extractos de ciertas plantas, como el 
quenopodio, el helecho macho. mepacrina. el epazote, y derivados de acridlnicos 
(Tay-Zavala J . & Lara-Aguilera R. 1995); pero las reacciones secundarias y la 
escasa acción antihelmfntica las hicieron caer en desuso. además estos no tienen 
ningun efecto sobre las fonnas larvarias. Para el tratamiento de la cisticercosis y la 
teniosis se utilizan fannacos sintéticos dentro de los cuales los mas utilizados son 
el Prazicuantel, el Albendazol y la niclosamida (Sarti E., 1986). 

Praziquantel : Es una isoquinolina que ha sido utilizada para el tratamiento de la 
neurocisticercosis humana desde 1979. ejerce dos efectos importantes en 
helmintos sensibles; a las concentraciones mininas eficaces, intensifica la 
actividad muscular seguida de contracción y parálisis espástica. Los céstados se 
separan de los tejidos del hospedero. A concentraciones terapéuticas levemente 
mayores, el prazicuantel causa dal'io en tegumentos, lo que activa los mecanismos 
de defensa del hospedero para culminar la destrucción del parásito. Las 
membranas de los helmintos afectados al parecer constituyen el objetivo primario 
de su acción. Por último cabe sel'ialar que el prazicuantel es el tratamiento de 
elección recomendado por la OMS a una dosis única. 10 mglkg (OMS. 2002). 

Albendazol: Es un benzimidazol con potente efecto cestocida, altamente eficaz 
en la neurocisticercosis. Los benzimidazoles causan muchos cambios 
bioquimicos, por ejemplo la inhibición de fumarato reduclasa de mitocondrias, 
disminución del transporte de glucosa, y desacoplamiento de la fosforilación 
oxidativa. Su principal acción es la inhibición de la polimerización de microtúbulos 
al unirse a ¡3-tubullna. La toxicidad selectiva de estos compuestos depende de la 
actividad especffica y muy avida con la ¡3-tubulina del parásito se produce con 
concentraciones mucho menores que las necesarias para unirse a las proteinas 
de mamíferos. Después de administrar el albendazol es metabolizado en el 
hlgado. hasta la fonna de sulfóxido de albendazol. el cual tiene actividad 
antihelmíntica. El albenbazol ocasiona pocos efectos adversos si se utiliza por 
corto tiempo contra la helmintiasis gastrointestinal. El albendazol destruye el 75% 
a 90% de los cisticercos y ha probado ser superior al praziquantel en diversos 
estudios comparativos (Cruz M., et al., 1991), no solamente por su mejor 
porcentaje de destrucción también por su menor costo, un aspecto importante ya 
que la cisticercosis usualmente afecta a gente de bajos recursos económicos. 
dosis 15mg/kgldla por 1 mes.(Goodman & Gilman., 2001)). 
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1.4.2 ANTIEPILÉPTICOS 

Los antiepilepticos son utilizados en un gran número de enfermos con 
neurocisticercosis. En pacientes con epilepsia secundaria a calcificaciones. ' Ia 
administración de una droga antiepiléptica de primera linea (carbamazepina, 
fenitarna o fenobarbital) usualmente produce un control adecuado de las crisis. Sin 
embargo, los pacientes con quistes viables deben recibir primero un curso de 
tratamiento con drogas ceslocidas para lograr un control posterior de crisis con 
fármacos antiepilépticos(Pal Deb K., el al., 2000). 

1.4.3 CORTICOSTEROIDES 

Los corticosleroides son fármacos frecuentemente utilizados en pacientes con 
neurocislicercosis. la administración simultánea de corticosleroides durante el 
tratamiento ceslocida es controversial. Se ha sugerido su empleo para disminuir 
los efectos adversos que pueden ocurrir durante el tratamiento con albendazol o 
praziquantel (DeGhetaldi L, 1983). Dichos efectos no se deben a toxicidad de 
estos fármacos sino a la destrucción de los cisticercos como resultado del 
tratamiento. En la mayoria de los casos, estos efectos secundarios pueden ser 
controlados adecuadamente con analgésicos comunes y fármacos antieméticos, 
evitando el uso rutinario de corticosteroides. Este aspecto es de especial 
importancia en enfermos tratados con praziquantel ya que la administraciÓn 
simultánea de corticosteroides disminuye hasta en 50% los niveles plasmáticos de 
dicho fármaco. Por el contrario, los niveles plasmáticos de albendazol aumentan 
con la administraciÓn de corticosteroides por lo que pueden ser utilizados 
libremente en estos casos (Jung H., el al., 1990). 

1.4.4 CIRUGIA 

Los cisticercos ventriculares móviles pueden ser removidos por excéresis 
quirúrgica o por aspiración endoscópica (Neal J., 1995). Hay que considerar la 
posibilidad de que el cisticerco haya migrado en el interior del sistema ventricular 
desde el momento del diagnóstico, por lo que es necesaria la práctica de estudios 
de neuroimagen inmediatamente antes de la cirugla (Kramer J., el al., 1992)]. 

1.4 PREVENCiÓN Y CONTROL DE LA CISTICERCOSIS 

Existen características que hacen a la T. solium vulnerable: a) su ciclo de vida 
requiere exclusivamente al ser humano como su hospedero definitivo; b) la 
taeniosis es la única fuente de infección para el cerdo, hospedero intermediario; c) 
el cerdo puede ser controlado; d) no existen reservorios silvestres, y e) se dispone 
de productos antiparasitarios seguros y eficaces contra la taeniosis (Schantz P., el 
al .• 1993) 

El control de la taeniosis y cisticercosis, se han dividido en dos estrategias las 
educativas y las de intervención. Las educativas se enfocan a la difusión de la 
información para prevenir la adquisición del parásito, como hábitos de higiene, 
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identificación de carne infectada, cocimiento de ésta, evitar el fecalismo al aire 
libre (Sarti E., et al., 1992). Factores socioeconómicos y culturales han influido 
para que este tipo de campai\as no tengan aun el impacto esperado en la 
población. 

Se han propuesto otras alternativas de intervención que aún no han sido 
suficientemente evaluadas, como es el caso de tratamiento masivo con 
antihelmínticos para la erradicación del gusano adulto de los portadores, en donde 
se administra una dosis única de prazicuantel y se observa que disminuye la 
incidencia de la cisticercosis. Otra altemativa de intervención es la educación que 
consiste en la divulgación del conocimiento acerca de la enfermedad en 
comunidades endemicas, con el objetivo de modificar las practicas y el 
comportamiento de la localidad estudios realizados en donde se han aplicado 
estas medidas demuestran que se ha disminuido la incidencia de la enfermedad 
(Flisser A., el al., 2003). Junto con estas medidas se han desarrollado vacunas 
contra la cisticercosis con preparaciones antigénicas (extractos crudos) a partir de 
estadios oncosferales, larvarios y adultos de diferentes céstodos (Molinari J., el 
al., 1983); como ejemplo de ello tenemos dos antlgenos provenientes de una 
biblioteca de cONA de T. crassiceps, un antlgeno recombinante proveniente de T. 
avis que protege 78% en cerdos infectados con T. soJium y tres péptidos 
provenientes de T. crassiceps disminuyendo la carga parasitaria en un 50% en 
cerdos infectados (Toledo A., el al., 2001), asl como un complejo antigénico a 
partir de cisticercos de T. solium los cuales han demostrado ser efectivas en la 
protección contra la cisticercosis porcina y murina (Molinari J., el al., 1983,1993, 
Manoutcharian K., el al., 1996) 

La aplicación de las tecnologlas de ácido AON recombinante han permitido la 
producción de anllgenos recombinantes útiles para la vacunación en contra de la 
cisticercosis (Vibanco-Perez N., el al., 1999, Manoutcharian., el al., 1996). ~sta es 
una valiosa herramienta, ya que permite obtener una mayor cantidad de anllgeno, 
de tal forma que se pueden adecuar las dosis y bajar el costo de la producción del 
anllgeno. 

1.5 DIAGNÓSTICO DE LA TAENIOSIS y CISTICERCOSIS 

1.6.1 TAENIOSIS 

La taeniosis generalmente es asintomática, ya que produce daMa mlnimo en la 
mucosa intestinal. El diagnóstico se realiza por la identificación de proglótidos 
expulsados en el excremento, los cuales deben ser observados al microscopio 
para la identificación de la especie, o bien, por el análisis de los huevos mediante 
técnicas coproparasitosc6picas de sedimentación y flotación, cuya sensibilidad no 
es mayor de 60% (Sarti E., 1986, Flisser A. , 1994). Se han desarrollado métodos 
como inmunodiagnóstico de la taeniosis por detección de coproantlgeno (Allan J., 
el al ., 1990). Asimismo, se han empezado a implementar métodos moleculares 
empleando sondas o amplificando genes mitocondriales por medio de la reacción 
en cadena de la polimerasa a partir de ONA aislado de huevos y restos del 
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parásito encontrados en las heces de los portadores de T. solium y T. saginaia 
(Chapman A., et al., 1995). Sin embargo, estos métodos todavla no han mostrado 
su eficacia en población abierta. 

1.6.2 CISTICERCOSIS 

La única confirmación real de la patologra es por medio de biopsia y autopsia, 
estos procedimientos presentan obvias limitaciones, únicamente la interpretación 
correcta de los exámenes de neuroimagen e inmunológicos permite el diagnóstico 
de la cisticercosis (Del Brutto 0 .,1994). 

1.6.2.1 ESTUDIOS DE NEUROIMAGEN 

Tanto la tomograffa computarizada como la resonancia magnética (RM) facilitan el 
diagnóstico de la neurocisticercosis ya que permiten visualizar el número y 
localización de los parásitos asl como su estadio evolutivo (Del Brutto O., 1992). 
De hecho, los hallazgos de TC y RM en la neurocisticercosis parenquimatosa 
dependen fundamentalmente del grado de viabilidad de los cisticercos. En 
términos generales, la RM es mejor que la TC para el diagnóstico de la 
neurocisticercosis, especialmente en pacientes con lesiones qulsticas en la base 
del cráneo, tallo cerebral, cavidades ventriculares y médula espinal. Sin embargo, 
una limitación importante de la RM es su mala resoluciÓn para detectar pequei'las 
calcificaciones parenquimatosas (Richards F. Jr. & Schantz P .. , 1991). Debido a 
que muchos pacientes con epilepsia y neurocisticercosis presentan calcificaciones 
como única evidencia de la enfermedad, la práctica exclusiva de RM puede 
condicionar errores diagnósticos. La TC es el método de imagen de elección para 
el estudio de pacientes con probable neurocisticercosis; la RM debe reservarse 
para aquellos casos con TC normal o en los que el aspecto tomográfico de las 
lesiones no sea concluyente (Del Brutto 0.,1994). 

1.6.2.2 ANÁLISIS CITOQUiMICO 

La mayoria de los hallazgos de neuroimagen en la neurocisticercosis menlngea no 
son especlficos y pueden observarse en otro tipo de infecciones del sistema 
nervioso. En estos casos, el análisis citoqulmico del liquido cefalorraquldeo (LCR) 
es de fundamental importancia para el diagnóstico correcto (Del Brutto O., 
1992,1994) los niveles de glucosa en LCR suelen ser normales en pacientes con 
neurocisticercosis (Leonard J., 1986). 

1.6.2.3 PRUEBAS INMUNOLÓGICAS 

Existen varias pruebas destinadas a la detección de anticuerpos anticisticerco en 
sangre, saliva y LCR, entre las que destacan la reacción de fijación de 
complemento. el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELlSA) y la 
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inmunoelectrotranferencia (IET) (Flisser A., et al., 1990, Richards F. Jr. & Schantz 
P" 1991). 

Estas pruebas son un complemento importante de los estudios de neuroimagen, 
pero nunca deben ser utilizadas en forma aislada para confirmar o descartar el 
diagnóstico de neurocisticercosis debido al elevado porcentaje de resultados falso­
positivos y falso-negativos. De las pruebas serológicas, la más fidedigna es la IET 
realizada con glicoproteinas (Garcta H., el al., 1993). 

La práctica de pruebas inmunológicas en LCR suele ser más confiable que en 
suero; sin embargo, la positividad de dichas pruebas se relaciona directamente 
con la viabilidad y la localización de los cisticercos (Zini D., et 81., 1990). Algunas 
de las protelnas de los cisticercos tienen propiedades antigénicas y estimulan la 
producción de anticuerpos especificas (Khan N. & Sotelo J., 1989). Sin embargo, 
estos antigenos no tienen mayor efecto en la protección contra la enfermedad ya 
que los cisticercos desarrollan una serie de mecanismo evasores que le permiten 
sobrevivir al ataque inmunológico del hospedero (Del Brutlo O., 1993). Entre esos 
mecanismos destacan el mimetismo molecular y la depresión de la inmunidad 
celular, la cual puede condicionar una serie de complicaciones en enfermos con 
cisticercosis, as! como en su diagnóstico. 

1.6 ESTRES OXIDATlVO 

El estrés oxidativo (EOx) se define como el desequilibrio entre las moléculas de 
alto potencial oxidante derivadas del oxigeno, conocidas como especies reactivas 
del oxigeno (ERO), y los sistemas antioxidantes. 

Las principales sustancias oxidantes en los sistemas biológicos son los ERO. 
Estas moléculas presentan uno o más electrones sin aparear provenientes del 
oxigeno, esta moléculas son altamente reactivas dada su afinidad a aparearse con 
electrones de los átomos de otras moléculas. Por ejemplo, moléculas como el ión 
hidroxilo (HO' ) y el peroxinitrito (ONOO' ). entre otras. 

Las ERO se generan por la reducción incompleta del oxigeno durante la 
respiración en la mitocondria, como productos de reacciones metabólicas 
normales en la membrana citoplasmática, retlculo endoplásmico, membrana 
plasmática, los peroxisomas (Cross A. & Jones O., 1991) Y por macr6fagos, 
neutr6filos y eosinófilos del hospedero (Southom P. & Powis G., 1988). Estas 
especies causan darlo a toda clase de moléculas biológicas conduciendo a la 
oxidación, despolimerización de polisacáridos, modificaciones de ONA ruptura de 
cadenas, dai'\o a la membrana, Ifpidos, protelnas, carbohidratos, además de estar 
involucrados en procesos de mutagenesis, carcinogenesis, darío a la membrana, 
peroxidación de Ifpidos, oxidación de proteinas, fragmentación y dai'\o a 
carbohidratos (Sies H., 1993). 

Contrario a lo que se piensa del O2'' es poco reactivo. La mayor parte del H202 
proviene de la dismutación del O2''. Tanto el Oi' como el H202 son compuestos 
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que reaccionan poco. Sin embargo ambos son toxicas principalmente por que 
generan '02 y HO' Cuando se forma el superoxido es inmediatamente 
transformado mediante la superoxido dismutasa en peróxido de hidrógeno. como 
se observa en la siguiente reacción (2H·+02'-+02'- ... H202+Ü:!); a 
partir de aqul se pueden seguir tres vlas. 

1.-EI peróxido de hidrógeno (H~2) es metabolizado a agua y oxigeno. 

2.·En presencia de hierro formar radicales hidroxilo (mediante la reacción de 
Fenton). el cuál es altamente tóxico para las células provocando la peroxidación 
lipídica. y ruptura o mutación del ONA 

02'-+ Fe J. ... Fe 2· + 02 
Fe2·+H~2 ... FeJ·+OH - +OH· 
02+H20 ... OH-+OH' 

Reacción de Fenton descrita por Ebadi en 1996 y Mattson en 1998 

3.-En presencia de cloro a través del sistema enzimático de la mieloperoxidasa de 
los leucocitos se fonna el ácido hipocloroso (anión hipoclorito). El ácido 
hipocloroso es el radical más tóxico y la especie mas reactiva formada por los 
fagocitos. 

1.7 SISTEMAS ANTIOXIDANTES 

Todos los organismos aerobios requieren mecanismos que limiten el dai'\o 
molecular causado por las ERO como el iOn superoxido (02'-), peróxido de 
hidrógeno (H20 2). y el ión hidroxidrilo (HO') que son incrementadas por exposición 
a la radiación. ciclización redox de fármacos o fagocitos estimulados por el 
hospedero (Henkle-OOrsen K. & Kampkotter K. , 2001). 

Las ERO fonnadas en el organismo pueden iniciar una serie de reacciones en 
cadena. que continuan hasta que éstos son eliminados tras diversas reacciones 
con otros radicales libres o por la acción del sistema antioxidante, el cual protege a 
los tejidos de los efectos que ellos producen. Unos previenen la formación de 
nuevos radicales libres, convirtiéndolos en moléculas menos perjudiciales antes de 
que puedan reaccionar o evitando la formación de ERO a partir de otras 
moléculas. 

Para detener este proceso destructivo los organismos han desarrollado sistemas 
enzimáticos y no enzimáticos de protección del daño producido por las ERO 
(CaJlahan H., et al., 1988). Esta protección contra el daño oxidativo puede ser por 
prevención, intercepción y reparación. 

La prevención es la primera ¡¡nea de defensa contra las ERO y es la protección 
contra su formación. 
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La intercepción de las ERO, este es el proceso de desactivación, lo podemos 
dividir en dos clases enzimáticos y no enzimáticos.: 
1.- Sistemas no enzimáticos los cuales a su vez podemos subdividir en dos 
subclases: a) Sustancias eliminadoras o secuestradoras que son pequeñas 
moléculas que limpian el plasma de oxiradicales, un ejemplo de esto son el (l­

tocoferol ácido aSc6rbico, carotenos y glutatión. b) Sustancias proteicas que son 
capaces de secuestrar metales de transición sobre todo el hierro como la 
lactoferrina, la ceruloplasmina y la transferrina. 
2.-Sistemas enzimáticos las tres principales enzimas antioxidantes son: la 
super6xido dismutasa, la catalasa y la glutatión peroxidasa. 

La protección de los efectos antioxidantes puede ser por reparación del daño una 
vez ocurrido, este se refiere al daño en el ONA ocurrido como una variedad de 
productos de la oxidación de fosfolfpidos, protelnas y otros compuestos. Hay 
varios sistemas enzimáticos relacionados con la reparación de ONA lipollticos y 
proteoliticos capaces de ayudar a las funciones de resustituci6n o 
reemplazamiento (Hemut S, 1993). 

1.8.1 SISTEMAS ANTIOXIDANTES NO ENZIMÁTICOS 

Los antioxidantes más eficientes combinan propiedades en dos objetivos 
fundamentales; primero reaccionando en el inicio de la formación de estos, y 
segundo son capaces de interaccionar con compuestos solubles en agua para su 
propia generación. Estos antioxidantes capturan a los radicales libres impidiendo 
la reacción en cadena por medio de la acción de compuestos de alto peso 
molecular; algunos solubles en agua como ácido ascórbioo tioles, urato y piruvato, 
algunos lípidos solubles como la vitamina E y el ~roteno y finalmente otros 
reparan las células dai'iadas (Brophy P. & Pritchard D., 1988). 

1.8.2 SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS 

Los sistemas enzimáticos están conformados por una serie de enzimas 
antioxidantes esenciales en los parásitos para defenderse contra las ERO 
generadas por macrofagos neutrofilos y eosinofilos del hospedero (James E. , 
1994), por algunos fármacos antiparasitarios, la reducción incompleta del oxigeno 
durante la respiración en la mitocondria y como productos de reacciones 
metabólicas normales en la membrana citoplasmática, retlculo endoplásmico, 
membrana plasmática y los peroxisomas (Henkle-DOhrsen K., et ar, 2001). 

Estas enzimas pueden ser particularmente importantes para la larga vida de los 
parásitos que están envueltos en infecciones crónicas. Las principales familias de 
enzimas antioxidantes en organismos eucariontes son las catalasas (CATs), las 
Glutatión peroxidasas (GPXs) con actividad catalítica para descomponer HzOz 
para producir HzO y 02 ). También las GPXs y las Glutatión S-transferasas que 
utilizan al glutatión, pueden reducir hidropeoxidos lipidicos y carbonilos reactivos. 
Las superóxido dismutasas (SOOs) son una familia de metaloenzimas las cuales 
catalizan la dismutación del superóxido (02'-) a HZ0 2 y oxigeno. El H20 2 puede 
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causar dai'lo por si mismo, pero la especie mas importante es el OH'". 
Recientemente otra familia de enzimas antioxidantes que utilizan al H202 e 
hidroperoxidos, descritas como peroxiredoxinas (PRXs) han sido identificadas en 
organismos de todos los reinos, incluyendo a los nematodos y trematodos 
(McGonigle S., el al., 1998). El descubrimiento de este sistema enzimático 
representa un avance para el entendimiento de cómo los parásitos se defienden 
del estrés oxidativo extemo e interno. puesto que carecen de GPXs y CATs. 

La superóxido dismutasa representa la primera linea de defensa convirtiendo al 
ión superóxido a peroxido de hidrógeno. Es una reacción que metabólicamente es 
poco costosa ya que no requiere el consumo de ningún cofactor. 

1.8.3 SUPERÓXIDO DISMUTASAS EN HELMINTOS 

La superóxido dismutasa (SOO) es una metaloenzima ampliamente distribuida 
existe en una variedad de formas compuestas de CulZn. de Mn y Fe que catalizan 
la misma reacción (2H++Of-+Of- -. H202+02); ésta última identificada en 
protozoarios, algas y organismos fotosintéticos. Hay tres tipos de SOOs en 
organismos eucariontes una SOO celular de Cu/Zn en el citosol, una SOO 
extracelular de CulZn y una SOO mitocondrial de Mn, a pesar de que estas tres 
enzimas catalizan la misma reacción cada una es codificada por un diferente gen y 
difieren en su estructura y localización (Fridovich l., 1995). La SOO citoplásmica 
de Cu/Zn se encuentra ampliamente distribuida en el citosol y en el núcleo, pero 
está ausente en la mitocondria y compartimentos secretorios (Crapo J., el al., 
1992) La SOO extra celular se encuentra fuera de las células en el plasma linfa y 
fluido cerebro espinal, mientras la SOO de Mn está localizada el la matriz de la 
mitocondria (Crapo J., 1992). La SOO de CulZn celular es un dfmero compuesto 
de dos subunidades idénticas de 16 kOa, cada una contiene un átomo de cobre y 
uno de zinc, la SOO extracelular de Cu/Zn es una glicoproteina tetramerica 
compuesta de cuatro subunidades idénticas con un peso molecular de 3OKOa. La 
SOO celular y la extracelular tienen un 50% de identidad en la secuencia de 
aminoácidos. Las enzimas de ambas clases poseen residuos conservados que 
son requeridos para la actividad y unión al metal: cuatro residuos de histidina 
envueltos en la unión al cobre, tres histidinas y un aspartato envueltos en la unión 
al zinc, dos cisteinas envueltas en el puente disulfuro y la arginina en la entrada 
del sitio activo en ambas formas citosolica y extracelular de esta enzima solo los 
átomos de cobre participan en la ciclización oxido reducción durante la 
dismutación de Oi ·. Los átomos de zinc no están involucrados en el ciclo redox 
pero mantienen la configuración del sitio activo y facilitan la oxidación. 

La SOO Mn mitocondrial es una protelna tetramérica que es codificada en el 
núcleo, sintetizada como un precursor con un péptido sei'lal en el citosol y 
transportada hacia dentro de la matriz de la mitocondria. dónde pierde este 
péptido. La proteina precursora presenta un peso molecular de 25 kOa y la 
proteína madura dentro de la mitocondria un peso molecular de 22 kOa, la cual 
forma un tetrámero activo. 
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la SOO está presente en extractos de algunas especies de trematodos como 
Dicrocoelium dentriticum, Fasciola hepatica y céstodos como Moniezia expansa, 
Monianzja benedeni, Avitellina centripunctata, Taania hydatigena y Dipylidium 
caninum (Sánchez Moreno M., et al., 1989). Además, de la SOO de T. solium 
(Gonzáles R., et al., 2002). Asimismo, se han realizado caracterizaciones 
moleculares amplias en nematodos por medio de la identificación de los genes 
que las codifican, tal es el caso para la SOO de CulZn citosolica (Henkle K., et al., 
1991), la extracelular de CulZn (Getzoff E., 1989), en O.volvus (Henkle-Oührsen 
K., el al., 1994). Además de las SOOs de CulZn citosolica y extracelular de B. 
malayi (Tang L , at al., 1994), Haemomonchus concortus (liddelt S. & Knox D., 
1998), D-immitis (James E. , 1994), la SOOs de CulZn extracelular de 
Acanthochelionema viteae (lattemann C., et al., 1999) y la SOO de CulZn 
citosolica de Taenia solium (Castellanos A., et al., 2002). 

Todos estos estudios han hecho posible la producción de enzimas recombinantes, 
para realizar estudios bioquimicos e inmunologicos (Tang L. el al., 1994). 
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2. HIPÓTESIS 

EL O,· ES UNA MOL~CULA TÓXICA QUE CAUSA DA~O POR SI MISMO O 

GENERANDO OTRAS MOL~CULAS MÁS TÓXICAS. LA PURIFICACIÓN Y 

CARACTERIZACIÓN BIOQUIMICA DE LA ENZIMA SUPERÓXIDO DISMUTASA 

NOS PERMITIRÁ IDENTIFICAR NUEVAS ESTRATEGIAS PARA INHIBIR SU 

FUNCIÓN. 

3. OBJETIVO GENERAL 

PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA SUPERÓXIDO DISMUTASA DE 

CulZn RECOMBINANTE DE Taenia solium. 

4. OBJETIVOS ESPECíFICOS 

PURIFICACIÓN DE LA SUPERÓXIDO DISMUTASA RECOMBINANTE DE CulZn. 

DETERMINACIÓN DE RENDIMIENTO DE LA PURIFICACIÓN Y PUREZA. 

IMPLEMENTACIÓN DEL ENSAYO DE ACTIVIDAD ESPECiFICA. 

ENSAYOS DE INHIBICIÓN: 

a) INHIBIDORES ESPECIFICOS PARA LA SOD. 

b) FÁRMACOS ANTIHELMINTICOS 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

La Escherichia coli BI21(DE) fue de la marca comercial InVitrogen Corp. El 
plásmido que expresa la SOO de CulZn de T. solium (TsSOD) fue producido en el 
laboratorlo. Todos los demás reactivos fueron de la mejor calidad disponible 
comercialmente. 

5.2 TRANSFORMACiÓN E INDUCCiÓN 

La bacteria E.coli BL21(DE) fue transformada con 2IJQ ONA de la construcción de 
un plásmido que contiene la región codificante de la TsSOD y 100 J.lL de bacterias 
de la cepa descrita. Las bacterias se incubaron en hielo durante 1h; para después 
someterlas a un choque térmico de 1 min a 42°C. Para la recuperación se 
adicionaron 200 ¡JL de medio sac (InVitrogen Corp ) y se incubaron a 3rC 
durante 30 min, posteriormente se incubaron las bacterias durante toda la noche 
en 10 mL de medio LB (ANEXO) con 50 J.lg/ml de ampicilina. Este cultivo se 
diluyo 1 :50 en LB y se creció a 3r'C hasta una D06OOnm= 0.6, en éste momento se 
adicionarón ZnS04 y CUS04 O.17mM y se indujo con IPTG 1mM; se continuó 
creciendo el cultivo a 3r'C por 6 horas. La inducción de la enzima se observó 
mediante la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida con SOS. 

5.3 PURIFICACiÓN 

La purificación se realizó por el método descrito por Castellanos et.al (2002) 
modificado. La bacteria fue centrifugada a 3500 rpm por 30 min y el precipitado se 
lavó con PBS 3X (ANEXO) frlo hasta obtener un color amarillo paja. La bacteria se 
resuspendió en amortiguador A conteniendo Tris-HCI 50mM pH 7.5 (ANEXO) Y se 
homogeneizó en un politron (Brinkmann Inst.) por 30 segundos cada 5 min por 6 
ocasiones en un tubo falcon de 50mL sobre hielo. La suspensión fue cenrifugada a 
11000 gX en una ultracentrifuga Avanti rotor 630. El sobrenadante obtenido se 
pasó por una columna DEAE-celulosa (Sigma) previamente equilibrada en 
amortiguador A. La columna fue lavada tres veces con el mismo amortiguador. 
Después de cargar la protelna a la columna se colectó el primer lavado. Las 
protelnas unidas a la columna fueron eluidas utilizando una solución 1 M de NaCI 
en amortiguador A. Las fracciones colectadas con actividad de SOD fueron 
dializadas en amortiguador B (50mM tris-HCI pH 8.9) Y pasadas por la misma 
columna de DEAE, siguiendo el mismo procedimiento que en la anterior, pero 
utilizando el amortiguador B. Una vez más las fracciones con actividad específica 
de SOD fueron colectadas, dializadas y concentradas. El contenido de protelnas 
en las fracciones fue determinado por el método de Lowry y la actividad especifica 
de SOD fue determinada como se describe más adelante. El flujo de ambas 
columnas fue de 5mLlmin y las fracciones colectadas de 1ml. 
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5.4 CUANTIFICACiÓN DE PROTEINAS (Método de lowry) 

La detenninación de la cantidad de protelna se realizo mediante el método de 
lowry (1951). Método calorimétrico basado en la formación de un complejo de 
colorido entre el cobre y los nitrógenos de los enlaces peptidicos. Para resaltar el 
color formado en ésta reacción, se hace reaccionar con el reactivo de Folin que al 
ser reducido por los residuos de aminoácidos aromáticos tirosina y triptofano 
producen un color azulado que es posible medir en el espectrofotómetro. 
Explicando brevemente, se tomaron 50¡Jl de cada uno de los extractos y las 
muestras y se diluyeron hasta un volumen final de 200\JL, a cada tubo se agregó y 
mezcló 1mL de solución e (ANEXO) y se dejó reaccionar por 10 min, después se 
agregaron 100IJL de reactivo de folin diluido 1:1 en agua; se puso a reaccionar 
durante 45 min, luego se midió su densidad óptica a 660 nm usando como blanco 
agua y una curva patron de albúmina de bovino. 

5.5 ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA AL CON SDS (PAGE-5DSl 

Las composición de todas las muestras obtenidas se determinaron en PAGE-SOS 
al 12.5% descrito por Laemmli (1970). De las muestras complejas como extractos 
crudos o fracciones semipurificadas se utilizaron 10IJg y de proleinas puras 2.5IJg. 
Las muestras se prepararon en el amortiguador de laemmli con 10IJL de 
mercaptoetanol , calentadas por 5min a 100 oC, cargadas en los geles y separadas 
alOa V. Los geles fueron tenidos con azul brillante de Coomassie. Los pesos 
moleculares relativos se determinaron por la comparación con la migración de 
estándares de peso molecular conocido. 

5.6 ENSAYOS DE ACTIVIDAD (Método de xanlina-xanlina oxidasa) 

La actividad de la enzima fue determinada por el método de McCord y Fridovich , 
(1969). Método de actividad basado en la reacción de la xantina ron la xantina 
oxidasa para generar el radical superóxido (02" ) que a su vez reduce al citocromo 
C, el cual puede ser medido en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 
550nm. La actividad fue determinada midiendo la inhibición de la reducción de 
citocromo C (figura 5). Se adicionó en la reacción amortiguador K2HP04 50mM pH 
7.8 (ANEXO) en un volumen final de 3mL, asi como 0.1mM de xantina, 0.019mM 
de citocromo C, 20UE de SOO; y xantina oxidasa al momento de leer. La actividad 
se midió después de 2min de iniciar la reacción con la xantina oxidasa. El ensayo 
se estandarizó usando una SOO Cu/Zn de bovino. Una unidad de SOO es definida 
como la cantidad de SOO necesaria para producir la inhibición del 50% de 
citocromo C. La actividad especifica se definieron como las unidades de actividad 
por mg de protelna y adicionada en tres diferentes ensayos. 
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5.7 ENSAYOS DE INHIBICiÓN 

La inhibición de la actividad de la enzima fue determinada por el mismo método de 
xantina xantina-oxidasa previamente descrito. Para cada ensayo se realizó como 
control un ensayo que no contenía SOO, por lo tanto el 100% de citocromo se 
reduce. Como control positivo para el ensayo se usó una SOO Cu/Zn de B. taurus 
y/o una de T. solium pura con 100% de actividad, por lo que la reducción del 
citocromo se inhibe en presencia de la SOO. Se usaron inhibidores específicos 
para la SOO Cu/Zn (KCN) y Mn (NaN3») a una concentración de 10mM, con 20U 
de la SOO recombinante. Los inhibidores fueron incubados a 37°C por 30 min con 
los inhibidores y la actividad determinada por el método de la xantina-xantina 
oxidasa. Para los estudios de inhibición con fármacos (ABZ, FBZ, MBZ, MTZ, 
pza, TBZ), Se adicionó el fármaco correspondiente a una concentración de 100 
~M), mas 20UE de SOO recombinante en un volumen de 1 mL. La mezcla se 
incubó a 3rC por 30min, y se adicionaron 2 mL de amortiguador para tener un 
volumen final de 3 mL. También se probó una concentración de 500 ~M para ABZ 
y TBZ. Como control de inhibición se utilizó la SOO Cu/Zn de bovino. 

Ensayo Actividad SOD CuZn por X-XO 
A Xantina+Xantina Oxidasa 

~ 
02'" .Citocromo C Oxidado 

B 

Control + 550 nm 
Cltocromo C Reducido 100% de reducci6n 

2min 

Xantina+Xantina Oxidasa 

... 02'". Citocromo C Oxidado 

SOD + + 550 nm 
Citocromo C Reducido % de inhibici6n 

2min 

* Una unidad de SOO se define como la cantidad de enzima que 
se requiere para Inhibir el SO';' de la reducción del Cltocromo C. 

Fig 5. Ensayo de actividad SOD Cu/Zn por el método de Xantina-Xantina oxidasa. A; representa el 
100% de reducción de citocromo C; el control del ensayo: B; representa la innhibición del citocromo 
C debida a la presencia de la SOD; la actividad de SOD. 
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6. RESULTADOS 

6.1 PURIFICACiÓN DE LA SOD DE CulZn DE Taenla sollum 

Oepués de la ruptura de la bacteria que expresa la enzjma recombinante y obtener 
un sobrenadante con actividad de SOO. Este sobrenadante fue pasado por una 
columna de OEAE-celulosa, previamente equilibrada con amortiguador A (pH 7.5). 
la figura 6 muestra los perfiles de las cromatagrafias realizadas para la 
purificación de la SOO CulZn de T. solium. La figura 6A muestra la primera 
separación obtenida en esta columna en donde se obtuvieron 2 picos. El primer 
pico representa las protelnas determinadas a 280 nm que no se unen a la 
columna, y que presentan gran actividad de SOO. Un segundo pico que 
representa las protelnas unidas a la columna, que son despegadas con el 
amortiguador A conteniendo 1 M NaCI, y que presentan una débil actividad de 
SOO. El primer pico conteniendo la mayor actividad de SOO antes mencionado 
fue dializado contra amortiguador B con la finalidad de aumentar el pH a 8.9 y 
pasado por la misma columna de OEAE, previamente equilibrada con 
amortiguador B. La figura 68, muestra el perfil cromatagráfico de la segunda 
columna de OEAE, que fue similar al obtenido con la primera columna, dónde el 
pico 1 representa el material no unido a la columna, y que no presenta actividad 
de SOO, mientras que el pico 2 representa el material unido a la columna y que es 
eluido con el amortiguador 8 con 1 M NaCl, que coincide con una gran actividad 
de SOO. 

La Figura 7. un gel de poliacrilamida con SOS muestra la composición de cada 
uno de los pasos de la purificación de la SOO CulZn recombinante llevada a cabo 
por las dos columnas de intercambio iónico utilizando OEAE. El carril 1 muestra 
una SOO CulZn comercial de Bes tauros con un peso molecular de 16 kOa. El 
carril 2. un extracto total de la bacteria que contiene el plásmido que produce la 
enzima recombinante sin inducir solubilizado con amortiguador de cargado de 
Laemlli; se observa que la fracción esta compueta por un gran número de 
proteinas en un rango de 10-200 kDa. El carril 3. es lo mismo que el carril 2. pero 
de una bacteria inducida con IPTG para producir la enzima recombinante, se 
observan las mismas proteinas del carril 2. resaltando la expresión de una 
proteina de 16 kOa. El carril 4 muestra que el sobrenadante obtenido después de 
la ruptura de la bacteria que expreso la SOO CulZn recombinante de T. so/ium, se 
puede observar un patron similar al obtenido del carril 2. con algunas proteínas 
adicionales de pesos moleculares altos. que presenta gran actividad de SOO. El 
carril 5 muestra los componentes del primer píco obtenido de la primera columna 
de OEAE con amortiguador A, este pico esta compuesto en su mayoria por una 
proteina de 16 kOa, con ~s proteinas contaminantes. cabe mencionar que este 
pico coincidió con una gran actividad de SOO. En el carril 6 se observa la 
composición del segundo pico de la primera columna de OEAE. en el cuál a pesar 
de la tener una densidad óptica alta medida a 280 nm, se aprecian pocas 
proteínas y una muy baja actividad a SOO. En el carril 7 se observa el primer pico 
de la segunda columna de OEAE con amortiguador 8 (pH 6.9), que contiene 
pocas proteínas. Finalmemte, el carril 8 muestra el segundo pico obtenido de la 
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ABS (280 rvn) 

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO lONCO pH 7.5 

3.5 y-------------------------------, 

3 

2.5 
8.UClóN 

\ 
•••• •••••• .............. 100% 

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 'Ir 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 

FRACCIóN 

CROMATOGRAFiA DE INTERCAMBIO IONICO pH 8.9 

2.5.,.--------------------------------, 

ABS (280 nm) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 

FRACCIÓN 

FIG 6. PURIFICACiÓN DE LA SOD Cu/Zn DE T. solium. A) CROMATOGRAMA DE LA PRIMERA 
CROMATOGRAFíA DE INTERCAMBIO IÓNICO A pH 7.5: Pico 1, fracción no unida a la columna. 
Pico 2, fracción eluida con el gradiente salino. B) CROMATOGRAMA DE LA SEGUNDA 
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IÓNICO. pH 8.9: Pico 1. fracción no unida a la columna. 
Pico 2. fracción eluida con el gradiente salino. La linea continua (I!!!I) representa la cantidad de 
proteina en unidades de absorbancia (D.O. 280 nm) en el eje Y. El eje X representa cada fracción 
colectada de 1 mL. La linea discontinua (. - -) indica el momento en que se adicionó el 
amortiguador con NaCI. La escala del lado derecho representa el % de amortiguador de elusión. La 
- representa las fracciones en las que se determinó actividad específica. 
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segunda columna DEAE; en donde se puede apreciar una sola proteína de 16 
kDa, que además poseé una gran actividad de SOD. 

La Tabla 1, muestra el resumen de la purificación de SOD recombinante de Cu/Zn 
a partir de un cultivo bacteriano. Se puede observar que el método realizado 
purificó 12.50 veces la enzima, a partir de un sobrenadante obtenido después de 
romper a la bacteria; finalmente la enzima presenta una actividad específica de 
13333.33 U/mg. 

TABLA I RESUMEN DE LA PURIFICACiÓN DE SOD DE Tsolium 

VOLUMEN PROTEINA TOTAL 
ACTIVIDAD 

ACTIVIDAD RENO VECES 
PASO ESPECiFICA 

(mL) (~g/~L) (mg) (U/mq) TOTAL % PURIFICADO 

EXTRACTO 5 7.2700 36.35 1066.66 38777.09 100.00 1.00 
CRUDO 
POST1 cK 

DEAE 9 0.1170 1.05 4705.88 4955.29 12.78 4.00 
pH7.5 

POST 2A 

DEAE 3 0.3054 0.91 13333.33 12215.99 31.50 12.50 
pH8.9 

1 2 3 4 5 6 7 8 

16 KDa 

FIG 7. SDS PAGE AL 12.5% DE LA PURIFICACiÓN DE LA SOD CulZn RECOMBINANTE DE T. 
solium. 1.- SOD Cu/Zn B. Taurus, 2.- Extracto Crudo de E. coli sin inducción, 3.-Extracto crudo de 
E. coli inducido, 4.-sobrenadante de la bacteria, 5.-Pico 1 er de primera DEAE, 6.- 2do pico 1 er 
cromatografía 7.-1er pico 2da cromatografía, 8.-2do picio 2da cromatografía. La flecha indica la el 
peso molecular. 
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6.2 CARACTERIZACION ENZIMÁTICA DE LA SOD CulZn DE Taenia. solium 

6.2.1 DETERMINACiÓN DE LA ACTIVIDAD ESPECíFICA. 
El disponer de la SOD Cu/Zn de T.solium en grandes cantidades y pura nos 
permitió obtener su actividad específica, utilizando el ensayo de xantina-xantina 
oxidasa. Donde un ensayo sin SOD fue el control que representa el 100% de 
reducción de citocromo C. La figura 8 muestra los porcentajes de la inhibición del 
citocromo C, obtenidos con las diferentes concentraciones de la enzima SOD de 
T. solium. La interpolación de la cantidad de proteína que es necesaria para inhibir 
en un 50% la reducción del citocromo C, es definida como una unidad enzimática, 
la que dividida entre los miligramos, se define como la actividad específica de la 
enzima, que para este caso particular fue de 13333.3 (U/mg) 

ACTMDAD ENZlMÁTICA DE To. SOD 

, ~ 

"" ABS (550 nm) ~ 

"---- ----
13333.3 UE 

CONCENTRACiÓN (¡og/~L) 

Fig 8. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE TsSOD. Una unidad de actividad se define como la cantidad 
de SOD requerida para inhibirla reducción de citocromo C al 50%. La flecha indica una unidad de 
actividad y junto a la flecha la actividad específica en unidades enzimáticas. 

6.2.2 IDENTIFICACiÓN DEL COFACTOR METÁLICO: 
Para determinar el cofactor metálico de la proteína se realizaron experimentos con 
concentraciones crecientes de KCN y NaN3 en el ensayo de xantina xantina­
oxidasa; estos compuestos son inhibidores de las SODs de Cu/Zn y de Mn, 
respectivamente. Los resultados demuestran que el KCN inhibe a la proteína en 
14, 37,85% de la actividad a concentraciones de 0.01, 0.1, 1 mM, respectivamente 
y 100% a una concentración de 10mM. Por otro lado, los ensayos de inhibición 
realizados con el NaN3 a las mismas concentraciones, no mostraron ningún efecto 
sobre la actividad de la enzima. Como control se utilizo la SOD Cu/Zn comercial 
de bovino la cual perdió su actividad a 10 mM de KCN. 

Puesto que se ha observado que la E. coli expresa SOD de Cu/Zn y Mn. Se 
procedió a repetir los ensayos realizados en la Tabla 1, pero utilizando el NaN3 
inhibidor específico de la SOD de Mn. La Tabla 2, muestra el resumen de la 
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purificación de SOD de Cu/Zn recombinante a partir del mismo cultivo bacteriano 
que expreso a SOD. Se puede observar que el rendimiento de la purificación fue 
de 39.05%, pero se obtuvo la misma actividad específica de 13333.33 UI mg. 

TABLA 11. RESUMEN DE LA PURIFICACiÓN DE SOD Cu/Zn DE T.solium, 
UTILIZANDO EL INHIBIDOR ESPECIFICO PARA LA SOD DE Mn (AZIDA). 

VOLUMEN PROTEINA TOTAL 
ACTIVIDAD 

ACTIVIDAD REND VECES 
PASO ESPECIFICA 

(mL) (lJg/IJL) (mg) 
lU/mM 

TOTAL % PURIFICADO 

EXTRACTO 
5 7.2700 36.35 860.47 31278.25 100.00 1.00 

CRUDO 
POST1t:K 

DEAE 9 0.1170 1.05 4665.88 4913.29 15.70 5.42 
pH7.5 

POST 2A . 
DEAE 3 0.3054 0.91 13333.33 12215.99 39.05 15.49 
pH8.9 

6.2.3 ENSAYOS DE INHIBICiÓN CON FÁRMACOS ANTIHELMíNTICOS: 
Además de los ensayos realizados con los dos inhibidores específicos antes 
mencionados, se probaron fármacos de origen comercial con el objetivo de inhibir 
a la SOD Cu/Zn de T. solium, como el mebendazol, prazicuantel, metronidazol, 
albendazol, tiabendazol, y fenbendazol. Como se observa en la figura 9, los 
farmacos probados a 100 IJM lograron los siguientes porcentajes de inhibición 
mebendazoI14.06% (DS = 0.935), prazicuantel-3.59% (DS = 0.969), metronidazol 
-2.39% (DS = 0.480), albendazol 41.00% (DS = 0.234), tiabendazol 16.02% (DS = 
0.005), Y fenbendazol 10.32% (DS = 0.320), en contraste la actividad de la SOD 
Cu/Zn de B. taurus no se vió efectada por ningún farmaco a esta concentración 
(dato no mostrado). Se observa que con el albendazol se causó el mayor efecto 
inhibitorio, seguido por el mebendazol y tiabendazol en contraste con el 
prazicuantel, metronidazol, y fenbendazol se observó un efecto opuesto al 
esperado. Cabe mencionar que como control de inhibición al 100% se hizo un 
ensayo sin SOD y como control para el 0% de inhibicion se utilizo una muestra de 
SOD con actividad conocida. 
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% INHIBICiÓN SOO CulZn FÁRMACOS COMERCIALES 

100% 

80% 

60% 

41 .00% 
40% 

20% 

0% 

-3.59% -2.39% 

-20% 

IIMBZ !!!IPZQ IliMTZ IIABZ !lITBZ I'IlFBZ 

FIG 9 PORCENTAJE DE INHIBICiÓN DE SOO Cu/Zn CON FÁRMACOS. La altura de las barras 
muestran los porcentajes de inhibición. C-, Control negativo del ensayo, sin SOO, dónde la 
reducción del citocromo C es total representando el 100% de inhibición. C+, Control positivo el cual 
se realizó con la Ts SOO Cu/Zn representa una actividad de 100%. MBZ Mebendazol ; PZQ 
Prazicuantel; MTZ metronidazol; ABZ Albendazol; TBZ Tiabendazol; FBZ Fenbendazol. Todos los 
farmacos se ensayaron a 100 ~M. 
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7, DISCUSiÓN 

La superóxido dismutasa (SOO) es una metaloenzima ampliamente distribuida en 
los organismos que existe en una variedad de formas como las de Cu/Zn, de Mn y 
la de Fe que protege a los organismos del ión superóxido dismutandolo a H202. El 
02" se fama cuando el 02 acepta un electrón. Tanto el Ol"' como el H2Ü:2 son 
compuestos que reaccionan poco, sin embargo ambos son toxicos principalmente 
por que generan C02), hidroxilo (HO' ), y peroxinitrito (ONOO' ) radicales 
extremadamente tóxicos que destruyen a las células. La T. solium como parásito 
que infecta a sus hospederos mamiferos cerdo y hombre tiene que enfrentarse a 
estas moléculas tóxicas que se producen en las reacción inflamatoria en contra 
del mismo (Callahan HL., et al., 1988., Sies H., 1993., Henkle-Dürsen K. & 
Kampk5tter K. , 2001). 

En este trabajo se logró la producción, purificación y caracterización parcial de una 
Superoxido dismutasa recombinante de T. sofium en la bacteria E. coli. 

El proceso de purificaCión mediante la cromatografia de intercambio iónico en 
oEAE fue basado en las características bioqulmicas que poseen las proteínas de 
E. coli de unirse al DEAE a pH 7.4 Y de no unión a este mismo a pH de 8.9, as! 
como al punto isoeléctrico de la SOD Cu/Zn (pl=6.03). Asimismo, la utilización de 
inhibidores especificos de la actividad para la SOD de Mn (NaN3 ) y CulZn (KCN) 
durante el proceso de la purificación de la enzima recombinante de CulZn 
producida en la bacteria, ayudo en la purificación. Lo antes mencionado nos 
permitió excluir las SOD de la bacteria, obteniendo una SOD CulZn con un 
rendimiento de 2.5% del total de la bacteria a partir de un litro de medio de cultivo 
en el cual se obtuvo un total de 72.7mg y la enzima con caracterlsticas similares a 
enzima nativa reportadas para T. sofium y T. taeniaeformis (Gonzáles R., et a/., 
2002, Leid & Suquet 1986). 

El análisis de los pasos de purificación de la SOD CulZn recombinante mediante 
geles de poliacrilamida con SOS en condiciones reductoras, mostró que la enzima 
pura presenta un peso molecular de 16 kDa. Dato que coincide con los tamaños 
encontrados para otras SOD de Cu/Zn citosólicas de diferentes organismos. 
Asimismo coincide con el peso molecular real de la enzima determinado por 
filtración en gel y que presenta una estructura dimérica de alrededor de 30 kDa 
(Castellanos A., et a/., 2002). 

Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad, utilizando inhibidores como 
la NaN3 un inhibidor para las SOD de Mn, que no afecto la actividad de la enzima 
recombinante y de la inhibición total de la enzima recombinante a una 
concentración de 10 IJM del KCN, un inhibidor especifico de las SOD de CulZn, 
sugiere que esta enzima pertenece al grupo de enzimas que contienen CulZn en 
su sitio activo. 
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Un dato interesante fué que además de los inhibidores antes mencionados se 
probaron fármacos comunmente usados para el tratamiento contra enfermedades 
causadas por helmintos. El grupo de farmacos ABZ, TBZ, MBZ y FBZ, que 
pertenecen al grupo de los bencimidazoles tuvieron gran efecto sobre la actividad 
de la enzima de CulZn de T. solium, siendo el ABZ el más efectivo, inhibiendo la 
actividad de la enzima hasta un 41 %, seguido por el tiabendazol mebendazoJ y 
fenbendazol, en contraste los fármacos como el prazicuantel y metronidazol no 
tuvieron efecto sobre la enzima. Cabe mencionar que la enzima de CulZn de B. 
tauros utilizada como control en los ensayos no fué afectada por ninguno de los 
farmacos antes mencionados. Este dato obtenido es muy ineresante ya que el 
Albendazol ; un bencimidazol constituye un efectivo tratamiento para la 
neurocisticercosis en humanos y la cisticercosis en cerdos. El mecanismo de 
acción que el Albendazol realiza para destruir a los helmintos, ha sido previamente 
descrito y se postula, es debido a que se une a la ¡3-tubulina, inhibiendo la 
formación de microtubulos. Nosotros, observamos que este farmaco es capaz de 
inhibir la actividad de la SOO CulZn, lo que sugiere que la acción de estos 
farmacos puede tener varios blancos en el parásito de ahi su gran efectividad para 
destruirlos. 

Finalmente, el desarrollo de un método para producir una SOO CulZn y la 
observación de que los becimidazoles son capacez de inhibir a la SOO de CulZn 
de T. solium y no a la de B. tauros, abre la posibilidad de realizar estudios para 
diseñar nuevas moléculas para inhibir a la enzima de T. sOlium, sin alterar las 
moléculas de sus hospederos. 
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8. CONCLUSIONES 

1.- Se describe un método de purificación para la SOD CulZn de T. so/ium. 

2.- Su peso molecular monomérico es de 16 kDa. 

3.- Su actividad específica de 13333.33 Ulmg. 

4.- Presenta como cofactor metálico CulZn 

5.- Los bencimidazoles como el ABZ, TBZ y MBZ inhiben a la enzima. 

6.- Abre la posibilidad para desarrollar nuevos inhibidores contra helmintos. 
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9. ANEXO 

• Amortiguador salino de fosfatos (PBS 10x) 
NaCI 137mM 80.09 
KCI 2.7mM 2.09 
Na2HP047H20 4.3mM 11.5g 

Ajustar a pH7.4 y aforar a un litro. 

• Amortiguador salino de fosfatos pH 7.8 
K2HP04 50mM 6.809 

Ajustar a pH7.a y aforar a un litro. 

• Amortiguador para proteínas 
H20 des ionizada 
Tris-Hel O.5M pH 6.8 
$0$10% 
2-mercaptoetanol 
Azul de bromofenol 

3.8mL 
1.0mL 
1.6mL 
O.4mL 
O.4mL 

• Amortiguador para eleclroforesis de proternas 
Tris base 9.09 
Glicina 43.29 
SDS 3.09 

Se afora a 600mL con H20 des ionizada. 

• Amortiguador de transferencia 
Metanol 
Tris 
Glicina 

Se afora a 1L con agua desionizada. 

• Gel SDS-PAGE 
Acrilamida30%Bis 0.8% 
Tris-Hel 1.5M pH 8.8 
Tris-Hel 1.5M pH 6.6 
50510% 

20% 
25mM 
192mM 

Temed (N,N,N',N'-Tetrametilel diamino) 
Persulfato 

eSTA TESIS NO SAL 
T'~ LA 
.td'. BIBI.r0Tpr, 39 



• Medio de cultivo Luria Betani (LB) 
NaCI 5.8g 
MgSO.7H20 2.0g 
Tris-HCI1M pH 7.5 5O.0mL 
Gelatina al 2% 5.0mL 

Todos los componentes del medio de cultivo se diluyen y aforan a 1 L con agua 
desionizada. El pH del medio se ajusla a 7.0 y se esteriliza en autoclave durante 
20min a 15Lb de presión en ciclo líquido. 

• Oisolución A de Lowry 
Na2C03 10g 
NaOH 2g 
Tartrato de Na y K 0.1g 

Aforar a 500 mL. 

• Disolución B de Lowry 

CuS045H20 
Aforar a 1L 

• Disolución C de Lowry 

O.Sg 

50 partes de disolución A + 1 parte de B (preparar al momento de usar) 

• PBS 1X-TWEEN 0.3% 
PBS 1X 100mL 
lWEEN 300~L 

Aforar a100mL y preparar al momento de usarse 

• Leche 5% 
Leche 2.Sg 
PBS-lWEEN 50mL 

• Solución reveladora 
Diaminobencidina 1.01g 
H20 2 5~L 
PBS 1X 50mL 

• Tris-HCI 50mM pH 7.5 Y 8.9 
Tris 6.0Sg 

Ajustar al pH correspondiente y aforar a 1L 

• Tris-HCI 50mM pH 7.5 Y 8.9 con 1M NaCI 
NaCI 54.Sg 

Aforar a 1 L con amortiguador tris al pH correspondiente. 
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